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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
© Verzweigtkettige Fettsauren als fettabbauende Wirkstoffe 
© Die vorliegende Erfindung betrifft verzweigtkettige 
Fettsauren, dadurch gekennzeichnet, daf5 sie mit einem 
der Peroxisomen Proliferator aktivierter Rezeptoren 
(PPAR) Isoformen oder strukturverwandter, ligandakti- 
vierter Kernrezeptoren und/oder mit einem Lipidbin- 
dungsprotein vom Strukturtyp der 14-15 kDa Fettsaure- 
bindungsproteine, direkt wechselwirken, als Wirkstoffe 
mit einem fettdepotreduzierenden Effekt. Zu diesen ver- 
zweigtkettigen Fettsauren gehdren die als Beispiele auf- 
gefiihrten verzweigtkettigen Fettsauren vom Isoprenoid- 
und Acetogenintyp. Weiterhin betrifft diese Erfindung 
den Einsatz dieser verzweigtkettigen Fettsauren als Zu- 
satzstoffe zu Diatetika, Nahrungsmitteln und Genufimit- 
teln zur Vermeidung von Obergewicht und zur Fteduktion 
bestehender Fettdepots. 
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Beschreibung lich reagiert (Ellinghaus et al. (1999) J. Biol. Chem. 274, 

_ 2766- 2772). Dabei fungieren die Fettsaurebindungspro- 

Die vorhegende Erflndung betrifft naturliche Fettsauren teine als cytosolische Diskriminator- und Transportproteine 
des Tsoprenoid- und Acetogenintyps mit Methyl- und Ethyl- fiir die PPAR-Agonisten in den Kern, die dor! fiber PPAR- 

verzweigung und synthetische verzweigtkettige Fettsauren 5 Transaktivierung die Genexpression der Enzyme des kata- 

alsDiatetikaundZusatzsloffezuNahrungs-undGenuBmit- bolen Fettstoffwechsels steuern. Die Erflndung erstreckt 

teln zur Forderung des Fettabbaus bei Menschen. sich auf verzweiglkettige Fettsauren, die iiber diesen Me- 

Der Anspruch erstreckt sich auf naturliche und syntheti- chanismus die ligandaktivierten Kernrezeptoren besser 

sche verzweigtkettige Fettsauren, deren Siruktur angepaBt transaktivieren als gesattigte und ungesatrigle geradkettige 

ist fiir die Bindung dieser Fettsauren durch Isofotnien des 10 Fettsauren und daher einen verstarkten Abbau der Fettde- 

Peroxsioraen Proliferator aktivierten Rezeptors (PPAR) so- pots bewirken. In pathologisch hohen Konzentrationen von 

wie durch Lipidbmdungsproteine vom Strukturtyp der Phytansaure in Sera und Lebern, wie in sterol carrier protein 

14-15 kDa Fettsaurebindungsproteine. 2 defizienten Mausen gezeigt, kommt es sogar zu einem To- 

Die Lipidhomoostase in Menschen und in Saugetieren talabbau der Fettdepots (Seedorf et al. (1998) Genes Dev 

wird durch die Balance zwischen Energiezufuhr (Nahrungs- 15 12, 1189-1201). Bei Patienten mit bestimmten genetischen 

aufnahme)und-verbrauchreguliert. Aus diesem Grund exi- Stoffwechseldefekten, wie z. B. dem Refsum-Syndrom, 

stieren Kontrollmechanismen in Bezug auf die Verfiigbar- kann der Spiegel der Phytansaure bei 1,3 mM liegen und 

kcit von Kohlcnhydratcn und Fcttcn, ihren Transport, Stoff- langfristig ncurologischc Schadcn bedingcn (Kahlkc et al 

wechsel, Einbau und Mobilisation. Ubersteigt die Energie- (1964) Klin. Wochenschr. 42, 1011-1018). Die verzweigt- 

zufuhr den Energieverbrauch so wird dieses Gleichgewicht 20 kettigen Fettsauren sind jedoch als Minorkomponenten Be- 

gestdrt und bedingt Gewichtszunahme, deren groRter Anteil standteil der menschlichen Nahrung, beispielsweise betriigt 

auf die Bildung von Fettdepots zuriickzufiihren ist (Woods der Phytansaurespiegel im Serum Gesunder zwischen 05 

etal. (1998) Science 280, 1378-1383). undlOuM. 

Unter die Isoformen ligandakti vierter Kernrezeptoren des Zu den natiirlich vorkommenden, verzweigtkettigen Fett- 

PPAR Typs fallen die bis heute bekannten PPARa, PEAR)} 25 sauren gehoren Isoprenoidfellsauren, wie die Phytansaure 

(auch NucI oder FAAR) und PPARyl-2 (Wahli et al. (1999) und Pristansaure, Acetogenin-abgeleitete Fettsauren wie 

Adv. Exp. Med Biol. 447, 199-209). Der katabole FettstofF- iso- und anteiso-Fettsauren und die von der Uropygialdruse 

wechsel unterliegt der Kontrolle der PPARs, die als Zielmo- der Vogel sezernierten Fettsauren (Jacob und Ziswiler 

lekiile fiir hypolipidamische Medikamente fungieren und (1982) Avian Biology 6, 199-314), einschlieBlich der a- 

uberdieSteuerungmehrererSchlusselenzymedesperoxiso- 30 und p-Oxidationsprodukte aller verzweigtkettigen Fettsau- 

malen und mitochondrialen Stoffwechsels sowie der Lipo- ren soweit sie von den Kernrezeptoren und Lipidbindungs- 

proteinlipase und verschiedener Apolipoproteine den kata- proteinen gebunden werden. Verzweigtkettige Fettsauren 

bolen Fettsaurestoffwechsel in Eukaryoten transkriptionell die von der Uropygialdruse produziert werden haben Me- 

regulieren (Hashimoto et al. (1999) J. Biol. Chem. 274, tby 1- und Ethylverzweigungen in variierender Anzahl an un- 

19228-19236). Die hypoUpidamischen Medikamente. wer- 35 geradzahligen oder geradzahligen Kohlenstoffatomen der 

den unter dem Begriffe der peroxisomaler Proliferatoren zu- Fettsaurekette. 

sammengefaBt; der Name dieser Stoffe leitet sich aus der Beispiele fiir verzweigtkettige Fettsauren, die fur die Er- 

Fahigkeit ab, ausschlieBlich in Nagern die peroxisomale lindung relevant sind, sind in Abb. 1 dargestellt. 

Proliferation, d. h. GroBe und Menge der Peroxisomen, zu Der Anspruch bezieht sich auf den Einsatz der verzweigt- 

mduzieren. Bezogen auf den Menschen fiihrt die Aktivie- 40 kettigen Fettsauren in reiner Form, als Mischung mehrere 

rung dieser Rezeptoren zu einer gesteigerten Expression der verzweigtkettiger Fettsauren und als Preform. Zu letzteren 

hpidabbauenden Enzyme, die sich zum Beispiel in einer zahlen metabolische Vorstufen, die im Organismus zum 

VerringerungderTriacylglycerinkonzentrationimBlutaus- Wirkstoff umgewandelt werden, zum Beispiel Phytol zu 

wirkt und das Risiko einer Fettleibigkeit damit verbundenen Phytansaure, und in Estern gebundene verzweigtkettige 

Typ H Diabetes verringert. In jungerer Zeit wurden gerad- 45 Fettsauren, aus denen der Wirkstoff im Organismus freige- 

kettige Fettsauren als naturliche Agonisten der PPARs iden- setzt wird, zum Beispiel aus Triacylglycerinen. 

tifiziert (Bocos et al. (1995) J. Steroid Biochem. Mol. Biol. Die Erflndung wird nun werter mit Bezug auf die nachfol- 

53, 467-473). genden Beispiele beschrieben. 

Unter den Begriff Lipidbmdungsproteine vom Struktur- 
typ der 14-15 kDa Fettsaurebindungsproteine (FABPs) fal- so Beispiel 1 
len die bis heute bekannten 19 Mitglieder dieser Familie, die 

ein Strukturmotiv bestehend aus zwei orthogonalen (5-Falt- Das Transaktivierungspotential der Fettsauren und Medi- 

blattern sowie zwei a-Helices aufweisen (Hohoff und Spe- kamente fiir PPARs und damit fiir die Kapazitat, fettabbau- 

ner (1998) Fett/Lipid 100, 2S2-263). Diese Proteine binden ende Enzyme verstarkt zu induzieren, wird in Transaktivie- 

geradkettige Fettsauren, manche Vertreter binden jedoch 55 rungsassays deutlich. Immortalisierte humane LeberzeUen 

auch die hypolipidamischen Medikamente, Den erstmals (HepG2) wurden mit einem PPARa-sensitiven CAT-Repor- 

1972 beschriebenen Proteinen (Ockner et al. (1972) Science tergen, einem Expressionsvektor fiir humanen PPARa und 

177, 56-58) wird eine Rolle im intrazellularen Fettsaure- einem 0-Gal Normierungsvektor transient transfiziert und 

transport und Fettstoffwechsel einerseits und in der Regula- mit den in Abb. 2 bezeichneten Agonisten fur 24 h inku- 

tion von Genen des Fettstoffwechsels andererseits zuge- 60 biert. Die CAT- und |3-Gal-Konzen (ration wurde jeweils 

schrieben (Glatz et al. (1995) Prostaglandins Leukot. Es- dnrch ELK As bestimmt, das Verhaltnis beider Werte spie- 

sent. Fatty Acids 52, 121-127). Unsere Untersuchungen ha- gelt die PPARa-Transaktivierung wider. Das Ergebnis zeigt, 

ben ergeben, dafi die Lipidhomoostase durch die PPAR-ver- daB die verzweigtkettige Phytansaure und Pristansaure deri 

mittelte Genregulation durch Interaktion des Rezeptors und humanen PPARa etwa 2-4 mal starker als die geradkettigen 

Lipidbindungsprotcin sowie durch Interaktion bcidcr Pro- 65 Fettsauren transaktivieren. Im Vcrgleich zum potcntcn hy- 

teine mit geradkettigen Fettsauren beeinfiuBt werden kann. polipidamischen Medikament Bezafibral liegt die Aktivie- 

Erstmals konnten wir nun zeigen, daB die Lipidhomoo- rungskapazitat der Pristansaure etwa doppelt so hoch (Abb. 

stase auf die verzweigtkettige Phytansaure auBerst empfind- 2). 
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Beispiel 2 

Wir zeigen in Abb. 3, daB neben PPAR das Fettsaurebin- 
dungsprotein ebenfalls ein Zielmolekiil fiir PPAR-Agoni- 
slen ist, da die Transaklivierung von der intrazellularen 5 
Konzentralion an Fellsaurebindungsprotein, das die Agoni- 
sten ebenso bindet, abhangt. HepG2-Zellen, die stabil mil 
antisense Leber (L-)FABP transfiziert wurden, haben je 
nach Klon einen geringeren L-FABP Gehalt als normale 
HepG2-Zellen. Diese Zellklone wurden wie unter Beispiel 1 10 
beschrieben transfiziert, mit verzweigt- und geradkettigen 
Fettsauren fiir 24 h inkubiert und die CAT-, 0-Gal- und L- 
FABP-Konzenlration durch ELISAs bestimmt. Die beob- 
achtete positive Korrelation von PPARa-Aktivierung und 
intrazellularer L-FABP-Konzentration beweist, daB L- 15 
FABP am Transport der Agonisten zum Kernrezeptor 
PPARa beteiligt ist (Abb. 3), eine Extrapolation auf den 
NuUwcrt dor L-FABP Konzcntration crgibt, daB ohnc L- 
FABP keine PPARa-Aktivierung durch Agonisten moglich 
ist. Auch dieses Beispiel zeigt, daB verzweigtkettige Fett- 20 
sauren das hohere Transaktivierungspotential als geradket- 
tige Fettsauren besitzen. 

Beispiel 3 

25 

In vivo Untersuchungen an der Maus weisen die Bedeu- 
tung der verzweigtkettigen Fettsauren fur die Genexpression 
und die Gewichtsabnahme nach. Mausen wurden mit Nor- 
malfutter, dem 0.5 Gew.-% Pristansaure zugesetzt wurde, 
fiir 2 Wochen ad libitum gefuttert und das Gewicht dieser 30 
Mause kontrolliert. Nach der Futterung wurde die RNA aus 
der Leber isoliert und der Gehalt der mRNAs fiir die En- 
zyme des peroxisomalen katabolen Fettsaurestoffwechsels, 
der Acyl-CoA-Oxidase (AGO), des peroxisomalen bifunk- 
tionellen Enzyms (PBE) sowie der peroxisomalen Thiolase 35 
(pTHIOL) durch Northern-Blotting quantifiziert, normali- 
siert auf die stetige Expression der mRNA fur Glycerinalde- 
hyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH). Es zeigt sich 
eine 2-4facher Anstieg in der mRNA-Konzentration der un- 
tersuchten Enzyme (Abb. 4) in der Leber der mit Pristan- 40 
saure-Zusatz gefutterten Mause. Zusatzlich zu dem Effekt 
auf die Enzyme war nach Futterung dieser Fettsaure bei den 
Mausen einen Gewichtsverlust von 2%, einhergehend mil 
einer teilweisen Reduktion des Fettgewebes zu beobachten. 
Dieser Versuch zeigt direkt am Organismus den EinfiuB der 45 
verzweigtkettigen Fettsauren auf den katabolen Lipidstoff- 
wechsel. 

Patentanspriiche 

50 

1. Natiirliche isoprenoid- und acetogeninabgeleitete 
Fettsauren mit Methyl- oder Ethylverzweigung, da- 
durch gckennzekhnet, daB sie mit einem der PEAR 
Isoformen und/oder mit einem Lipidbindungsprotein 
vom Strukturtyp der 14-15 kDa Fettsaurebindungspro- 55 
teine, direkt wechselwirken. 

2. Synthetische Fettsauren mit Verzweigungsmustern, 
die natiirlich nicht vorkommen, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie mit einem der PPAR Isoformen und/oder 
mit einem Lipidbindungsprotein vom Strukturtyp der 60 
14-15 kDa Fettsaurebindungsproteine, direkt wechsel- 
wirken. 

3. Verzweigtkettige Fettsauren gemaB Anspriiche 1 
und 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Expression 
lipidabbaucndcr Enzyme und die von Lipidbindungs- 65 
und -transportproteinen verstarken. 

4. Proformen der verzweigtkettigen Fettsauren gemaB 
Anspriiche 1 und 2, wie die rnetabolischen Vorstufen 



der verzweigtkettigen Fettsauren und wie die esterge- 
bundenen verzweigtkettige Fettsauren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie nach Umwandlung in die Wirk- 
stoffe die Expression lipidabbauender Enzyme und die 
von Lipidbindungs und -transportproteinen verstarken. 

5. Verwendung der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 1 bis 4 als Diateti- 
kum zur Reduktion der Fettdepots. 

6. Verwendung der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 1 bis 4 als Diateti- 
kum zur Vermeidung von Ubergewicht. 

7. Applikation der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 5 und 6 als Einzel- 
komponenten oder im Gemisch gelbst in Tragerolen 
oder in stabilen Emulsionen. 

8. Applikation der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 5 und 6 als Einzel- 
komponcntcn oder im Gemisch in Kapscln, Dragces, 
Tabletten oder Pellets, oder als Zusatz zu festen oder 
fliissigen diatetischen Lebensmitteln. 

9. Verwendung der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 1 bis 4 als Zusatz- 
stoffe zur Reduktion der Fettdepots. 

10. Verwendung der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 1 bis 4 als Zusatz- 
stoffe zur Vermeidung von tjbergewicht. 

11. Applikation der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 9 und 10 als Einzel- 
komponenten oder im Gemisch als Zusatzstoffe in Fet- 
ten, 6len oder Fettemulsionen, wie beispielsweise 
Margarinen, fur die menschliche Ernahrung. 

12. Applikation der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 9 und 10 als Einzel- 
komponenten oder im Gemisch als Zusatzstoffe in ub- 
rigen Lebensmitteln und Materialien zur Herstellung 
von Lebensmitteln. 

13. Applikation der verzweigtkettigen Fettsauren und 
ihrer Proformen gemaB Anspriiche 9 und 10 als Einzel- 
komponenten oder im Gemisch als Zusatzstoffe in Ge- 
nuBmitteln und in Materialien zur Herstellung von Ge- 
nuBmitteln. 
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Abb. 1 Beispiele fur verzweigtkettige Fettsauren 



Mummer: DE 19940415 A1 

IntCI. 7 : A 23 L 1/30 

Offenlegungstag: 8. Ma rz 2001 



Phytansaure 




awte/jo-Fettsaure 



Fettsaure mit Methylverzweigungen an 
geradzahligen Kohlenstoffatomen 

Fettsaure mit Methylverzweigungen an 
ungeradzahligen Kohlenstoffatomen 



BNSDOCID: <DE 1 994041 5A1_l_> 



002 070/375 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE19940415A1 
A23L 1/30 
8. Marz2001 




002 070/375 




Abb. 3 Transaktivierung von humanem PPARa in Abhangigkeit von L-FABP durcfa 200 
jiM Stearinsaure (•), 50 \M Aracbidonsaure (■) und 100 \iM Phytansaure (A) 
(n=6±SD) 



002 070/375 



ZE1CHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE19940415A1 
A23L 1/30 
8. Marz 2001 





Ml 











*-ACO 



<~ p THIOL 
<-GAP»H 



Abb. 4 Transaktivierung von Enzymen des peroxisomalen Fetts&urestoffvvechsels in 
Pristansaure gefiitterten MSusen (n=3 ± SD) 
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